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STANOVENI OBSAHU KARVONU A LIMONENU
METODOU GC

Ucel a rozsah

Postup je urcen pro stanoveni obsahu karvonu a limonenu v kminové silici.

2

Princip

Kminové silice se vhodnym zpisobem nafedi a k pfesné definovanému podilu takto
pfipravené¢ho vzorku se pfida roztok vnitiniho standardu. Hledané latky se stanovi metodou
plynové chromatografie s vyuzitim plamenové-ioniza¢niho detektoru.
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Chemikalie

Pouzivaji se chemikalie analytické Cistoty, pokud neni uvedeno jinak.
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Heptan, pro GC.
Kafr, roztok, ¢ (CioHi160) = 6 mg/ml, vnitini standard (IS).

Ptiprava: Na lodicku se navazi 0,6000 g kafru a kvantitativné se pfevede heptanem (1)
do 100ml odmérné banky, rozpusti se a doplni heptanem (1) po znacku.

Karvon, (+)-karvon, analyticky standard.

Limonen, (R)-(+)-limonen, analyticky standard.

Piistroje a pomiicky

Plynovy chromatograf s detektorem FID.

Analytické vahy s piesnosti 0,01 mg.

Automatické pipety s nastavitelnym objemem, Spicky.
Injekeni stiikacka, 50 pl, 100 pl.

Lékovky, tmavé, 3 ml.

Vialky se Sroubovacim uzavérem, tmavé, 2 ml.
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5 Postup

5.1 Priprava zkuSebniho vzorku

Kminova silice se pfipravi podle postupu 50260.1 Stanoveni obsahu silic.
Poznamky

1 Kminovou silici lze v pripadé nutnosti uchovavat ve vhodné uzaviratelné nadobce
pri teploté priblizné 4 °C nejdéle pet dnii.

5.2 Uprava vzorku pied chromatografickym stanovenim

Do 10ml odmérné baniky se pomoci automatické pipety navazi asi 100 mg silice s ptesnosti
0,01 mg, doplni se po znacku heptanem (1), banka se uzavie a roztok se dikladn¢ promicha.
Do 3ml Iékovky se napipetuje 1 ml takto pfipraveného roztoku, pfidd se 1 ml vnitiniho
standardu — kafru (2), 1ékovka se uzavie a obsah se promicha. Ptipraveny vzorek se prevede
do vialky, uzavie se vickem s teflonovym septem a analyzuje se na plynovém chromatografu.

5.3 Chromatografické stanoveni

Vlastni analyza se provadi na plynovém chromatografu s plamenové-ioniza¢nim detektorem.
Pro separaci jednotlivych slozek kminové silice se pouzije kapilarni kolona s nepolarni
stacionarni  fazi nabdzi  dimethylpolysiloxanu s5 % fenylu.  Piiklad nastaveni
chromatografickych podminek je uveden v tabulce ¢. 1. Chromatogram ziskany pii analyze
vzorku kminové silice je na obrazku €. 1.

Tabulka €. 1. Priklad nastaveni chromatografickych podminek.

Plynovy chromatograf GC Agilent 7890B

Kapilarni kolona DB-5 (30 m x 0,25 mm, film 0,25 pm)
Nosny plyn Helium

Pritok nosného plynu 1,5 ml/min

Teplota injektoru 250 °C

Teplota detektoru 260 °C

Teplotni program 60 °C — 20 °C/min — 220 °C (4 min)
Objem nasttiku, davkovani |1 ul, split 1 : 100
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Obrazek ¢. 1. Chromatogram realného vzorku kminové silice.
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5.4 Kbvalitativni a kvantitativni analyza

Piky karvonu a limonenu se identifikuji na zaklad¢ jejich retencnich Casti porovnanim
s reten¢nimi Casy pikll v pfipravené referencni smési o zndmém slozeni.

Pro kvantitativni vyhodnoceni se pouzije metoda vnitiniho standardu. Pfipravi se pétibodova
kalibra¢ni ptfimka v rozsahu 1,5 mg/ml az 7,5 mg/ml karvonu (resp. limonenu) v heptanu, coz
odpovida 15 % az 75 % karvonu, resp. limonenu ve vzorku. Kontroluje se linearita
kalibra¢niho grafu.

5.4.1 Priprava kalibra¢nich roztoki

Do sady 10ml odmérnych ban¢k se napipetuje 5 ml heptanu (1) a pomoci injekéni stiikacky
se postupné navazi asi (15; 30; 45; 60; 75) mg karvonu (3) a piiblizn¢ stejné mnozstvi
limonenu (4) s ptesnosti 0,01 mg. Po kazdé navazce se odmérna baiika ihned uzavie zatkou.
Po navazeni obou latek se odmérnd banka doplni heptanem (1) po znacku a zamicha. Pomoci
automatické pipety se pifevede 1 ml takto pfipraveného roztoku do 3ml lékovky a piida se
1 ml kafru (2) jako vnitini standard. Lékovka se uzavie, obsah se dobie promicha a prevede
do vialky.
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6  Vypocet a vyjadieni vysledkii

Z pom¢éru ploch pikl karvonu a kafru (IS) se vypocita relativni odezva (RR) karvonu vztazena
na ptidavek vnitfniho standardu a sestroji se kalibra¢ni zévislost RR karvonu na koncentraci
v pozadovaném rozsahu. Ze smérnice kalibracni piimky se zjisti koncentrace karvonu
ve vzorku a jeho obsah vyjadieny v procentech se vypocita podle vztahu

e 100xcxV x107 _100xcxV

%
mx107 m %)

kde x je obsah karvonu ve vzorku v %,
c koncentrace karvonu zjisténa z kalibracni zavislosti v mg/ml,
V  celkovy objem vzorku po nafedéni v ml,
m  navazka vzorku v mg,
102 konverzni faktor pro prepocet z mg/ml na g/ml.

10 konverzni faktor pro piepocet z mg na g.

Stejnym zplisobem se vypocita obsah limonenu ve vzorku.

Vysledky se ziskdvaji jako primér dvou paralelnich stanoveni za ptedpokladu, ze je splnén
pozadavek na hodnotu opakovatelnosti.
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